乳癌における癌遺伝子産物の免疫組織学的検討 : C-erbB-2 product を中心に by 田内 克典 et al.
富山 医薬大医誌 3 巻 1 号 1990年
乳癌における癌遺伝子産物の免疫組織学的検討
一一 c-erbB・2 productを中心に一一一
田 内 克 典ぺ 長 村 義 之＊＊， 藤 巻 雅 夫＊
富 山 医科薬科大学外科学 第 2 教室ぺ 東海大学病理学教室付
は じ め に
近年， 乳癌に お い て癌遺伝子と 予後 因 子との関連
が注 目 き れて い る が， 未 だ統ー し た 見解 は え ら れて
い な いI 4） 。 その手 法 も 核酸レベルで癌遺伝子の増
幅 ， mutation を 検 出 す る 方 法 と癌遺伝 子産物 を 検
出 す る 方法に 大別 き れて い る 。 我 々 は ， 新鮮凍結切
片 を 用 い て c- erbB-2 product, epidermal growth 
factor receptor ( EGFR), c-myc protein, estrogen 
receptor ( ER） の 免疫 組織学的検討 を 行 い既に報告 し
Table 1 .  Details of the cases and immunohistochemistry of breast cancers 
Case Age H istology Grade1 Size (cm) LN meta c- erbB-2 EGFR c-myc ER 
1 43 S-T2 III 3.5x3.5 0/5 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
2 53 Sci3 II 3.5x2.5 2/20 ＋＋＋ ＋＋＋ 
3 56 S-T II 5.0x4.5 0/22 ＋＋＋ 
4 70 Sci I 1.5xl.5 0/16 ＋／ー ＋＋＋＋ ＋＋＋ 
5 33 SQ4 III 1 .6xl.2 1/21 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋／ー
6 67 Sci I 1 .5xl.2 0/18 ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
7 72 Muc5 I 2.0x2.0 0/22 ＋ ＋ ＋＋＋ 
8 48 S-T II 5.5x5.0 44/48 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
9 43 Sci I 4.5x3.5 10/17  ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ 
10 49 S-T I 2.0x2.0 1/14 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
1 1  5 1  S-T II 5.0x4.0 0/40 ＋／ー ＋＋＋ ＋ ＋＋ 
12 72 Sci I 6.0x5.0 0/25 ＋ ＋＋＋ ＋＋ 
13 43 Sci III 4.2x3.2 2/17 ＋＋＋ ＋＋ 
14 47 S-T I 1.5xl.O 0/4 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
15 43 Sci I 1 .5xl.5 0/10 ＋ ＋ ＋ ＋＋＋ 
16 47 Sci II 1.5xl.O 1/12 ＋ ＋＋＋ 
1 7  4 4  S-T II 3.0x3.2 2/13 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
18 50 P-T6 I 3.9x3.5 5/1 7  ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ 
19 61 S-T III 8.0x7.0 1 1/25 ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
20 89 Sci II 3.0x2. 7  1/14 ＋ ＋＋＋ ＋＋ 
21  44 Sci I 2 .0x2.0 0/11  ＋ ＋＋＋＋ ＋ 
22 44 Sci II 4.0x2.0 1/10 ＋／一 ＋＋＋ ＋ 
23 49 Sci II 1 .6xl.8 0/1 1  ＋ ＋ ＋＋＋ ＋ 
24 33 P-T III 1 . 7x0.5 1/21 ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ 
25 68 Sci III 2.0x2.5 4/12 ＋／ー ＋＋＋ ＋＋＋ 
1 : Histological grade was determined using a modification of Bloom and Richardson’s method 
( Elston et al. 1982) 2 : Solid-Tubular Carcinoma 3 : Scirrhous Carcinoma 4 : Squamous Cell 
Carcinoma 5 : Mucinous Carcinoma 6 : Papillotubular Carcinoma 一：negative ， ＋／ー：1 % ～ 5
% positive; + : 5%～25% positive; ++ : 25% ～ 50 %  positive ; +++ : 50% ～ 75% positive ; 
++++ : more than 75% positive 
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Tabl e 2. Details of the antibodi es used in fresh frozen tissues 
Antibody Source 
c-myc Cambridge R esearch 
(OM・11 -906) Biochemicals 
EGFR Amersham 
(RPN513) 
c- erbB-2 Triton Biosci ences 
(pAbl) Inc 
ER Abbott Laboratori es 
1 : indirect immunoperoxidase method 
2 : peroxidase-antiperoxidase m ethod 
て い る が ）， 加 え て c-erbB-2 product の長期予後因
子 と して の 意義に つ き 検討 し た 。
材料 お よ び方法
1 新鮮凍結切 片 を 用 い た 検討： 対象 は 手術的に切
除 さ れ た 25例 で， 症例 の要約 を Table 1 に示す 。
使用 し た 抗体， 固 定法及び染色法 を Table 2 に示
す。 組織学的悪性度は Elston ら 6 ）に よ る 方 法 を 使
用 し た 。
2 新鮮凍結切片 と パラ フ ィ ン 切 片 の比較 ： 対象 は
手術的に切除 さ れた 57例で，方法は Table 3 tこ示す 。
3 長 期子 後因子 と し て の検討 ： 初 回 手術後10年経
過 し た40例 ではノfラ フ ィ ン 切片 を 用 い たc- erbB・2
product の染色性 と 手術時 リ ン パ節転移 の 有無 及
び予後に つ い て， 腫傷摘 出 術並びに剖検の行われ
た 16例 に つ い て は 同 様 に し て 組織型， 病 期 ， 術式，
再発形式， disease free month, overall survival 
Dilution Fixation M ethod 
1 :  100 10% formalin indirec t1 
1 :  50 100 %  acetone indirect 
1 :  10 10% forma lin indirect 
kit 10% phosphate  buffered PAP2 
formalin 
month に つ い て 検討 し た 。
結 果
新鮮凍結切 片 を 用 い た oncogene products 及び
ER の染色結果 を Table 1 に 示す 。 そ れ ぞれの陽性
率 は c -erbB-2 80%, EGFR 40%, c-myc 96%,  ER 
28% で EGFR と ER の染色性 に つ い て逆相闘 が 認
め ら れ た （ p < 0 . 05 ） 。 手術時 リ ン パ節転移陽性の 14
例 と 転移陰性 の 1 1例 の比較では ， c- erbB-2 の 陽性率
に お い て 有意の相関 を 認め （ p < O . 05 ) ,  c- erbB ・2 強
陽性 （＋＋＋ あ る い は ＋＋＋＋ ）例 の 7例 （ 28 . 0% ） は 全
例 リ ン パ節転移陽性で あ っ た 。 そ の他 の 因 子の検討
では， 組織学的悪性度 と ER の染色性 で相関 を 認め
た （ p < 0 . 05 ）他， 有意 な 関連 は 認め ら れ な か っ た 。
c- erbB-2 product の新鮮凍結切 片 と パ ラ フ ィ ン 切
片 の 陽性例 の 比較では， 新鮮凍結切 片 では42例 （ 73
. 7% ） う ち 強陽性18例 （ 31 . 6% ）， パ ラ フ ィ ン切 片 で
Table 3. M ethod of immunohistochemistry used in fresh frozen and paraffin -embedded tissues 
Specimens Fixation Incubation 
Fresh fro zen 10% formalin roo ロ1 t emperature 
30 minutes 
Paraffin- embedded 10% formalin 4℃ overnight 
1st antibody : c- erbB-2(pAbl), (Triton Bioscienc es Inc) 
2nd antibody : donk ey ant i-rabbit lg, 1 : 100 (Amersham) 
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Dilution M ethod 
1 :  10 indirect 
immunoperoxidase 
1 :  100 indirect 
immunoperoxidase 
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は 10例 （ 1 7 . 5% ） であ り ， パ ラ フ ィ ン 切 片 陽性例 は 全
例 新鮮凍結切 片 強 陽性例 であ っ た （ Table 4 ） 。 新鮮
凍結切 片 で強陽性 を 示 し た 18例 中 13例 （72 . 2% ） ， パ
ラフィ ン 切 片 陽性例 10例 中 8例 （80 . 0 % ） に 手術時 リ
ン パ節転移 を 認め た が， 手術時 リ ン パ節転移陽性 の
20例 か ら み る と 新鮮凍結切 片 で の 強 陽性例 は 13例
( 65 . 0% ） であ っ た が， パ ラフ ィ ン 切 片 陽性例 は 8例
( 40 . 0 % ） と 低率 で、あ っ た 。
術後10年経過40例 の パ ラ フ ィ ン 切 片 を 用 い た 検討
では， 手術時 リ ン パ節転移陽性例 22例 中 8例 （ 36 . 3
% ） が， リ ン パ節転移陰性18例 中 1例 （ 5 . 6% ） が陽
性 で あ っ た が， 生存例 と 死亡例 の 間 では 陽性率 に 有
意差 は 認め ら れ な か っ た 。 音lj検例 16例 の検討 では，
陽性例 を 示 し た の は 4例 で， 陽性例 中 3例 に 手術時
リ ン パ節転移 を 認め， 手術時 リ ン パ節転移陰性 の 1
例 も リ ン パ節転移 を主徴 と して再発 して い た。 d isease
free及びoverall survival month は そ れ ぞ れ， 陽
性群 1 4 . 3土1 0 .1, 24 . 8 土 18 . 7 陰性群 16 . 5±1 2 . 2,
37 . 0 土 29 . 0 で両 群 の 聞 に有意 な差 は 認め ら れ な か
っ た が （ Table 5 ) ,  stage 4 の 3例 を 除 い た overall
survival month では， 陽性群24 . 8± 18 . 7， 陰性群
47 . 0土 26 . 7 で有意差 を 認め た （ p < 0 . 05 ） 。
考 察
乳癌 に お け る 癌遺伝 子産物の免疫組織学的検 出 と
予 後 因 子と の関連に つ いて は 近年 多 く の報告 を 認め，
特に neu oncogene 7 ） と して も 知 ら れて い る 分 子量
185kDa の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活性 を 有 す る trans ­
membrane glycoprotein であ る c- erbB-2 product 
は 独 立 し た 予後 因 子と して注目 さ れて い る が ）， 
予 後 因 子と して 重 要 と 思 わ れ る リ ン パ節転移 と c­
erbB-2 product と の関 連に つ いて は ， 未だ一致 を み
な い のが現状 であ る 。 我 々 の新鮮凍結切 片 を 用 い た
検討 では， c- erbB・2 product の 免疫組織化 学 と リ ン
パ節転移の有無 と に相 関 を 認め た が， 腫蕩 の大 き さ
と 相闘 が あ る と さ れて い る EGFR や， 腫壌 の増殖
能 と 関連が示唆き れて い る c- myc protein では， 予
Table 4. lmmunohistochemistry for c- erbB-2 in node positive cases 
Case Age Histology Si ze ( cm) LN meta fresh paraffm 
1 53 Sci 1  3.5x2.5 2/20 ＋＋＋ 
2 33 SQ2 l.6xl.2 1/21 ＋＋＋ 
3 48 S-T3 5.5x5.0 44/48 ＋＋＋ 
4 43 Sci 4.5x4.3 10/17 ＋＋＋＋ 
5 49 S-T 2.0x2.0 1/14 ＋＋＋ 
6 43 Sci 4.2x3.2 2/17 
7 47 Sci l .5xl.0 1/12 ＋ 
8 44 S-T 3.0x3.2 2/13 ＋＋ 
9 50 P-T 4 3.9x3.5 5/17 ＋ 
10 6 1  S-T 8.0x7.0 1 1 /25 ＋＋＋＋ 
11  89 Sci 3.0x2.7 1/14 ＋ 
12 44 Sci 4.0x2.0 1/10 
13 33 P-T l .7x0.5 1/21 ＋＋＋ 
1 4  68 Sci 2.0x2.5 4/12 
15 46 P-T 3.0x2.5 4/30 ＋＋＋ 
16 39 S-T 3.0x2.5 2/33 ＋＋＋ 
17  32 S T  4.0x4.0 3/25 ＋＋＋ 
18 51 Med5 7.0x7.0 2/15 ＋＋＋ 
19 36 S-T 3.8x3.8 4/9 ＋＋＋ 
20 47 P-T 10.0xlO.O 36/36 ＋＋＋ 
1 : Scirrhous Carcinoma 2 : Squamous Cell Carcmoma 
3: Solid-Tubular Carcinoma 4 : Papillotubular Carcinoma 










囲内克典， 長 村義之 ， 藤巻雅夫
Table 5. Details of the cases and immunohistochemistry for c -erbB-2 in autopsy cases 
Case Age Histology Stage Operation Recurrence Free1 Overall2 c- erbB-2 
1 45 P-T 3 T 3n1mo, III Extended Local 4 1 3  ＋＋ 
2 69 S-T 4 T2nomo, II Standard Bone 7 2 0  
3 53 S-T T2n1mo, II Extended Liver 1 7  18 
4 45 Med5 T4n1mo, III Extended Bone 7 10 
5 41 S-T T2n2m1 , N Standard 3 
6 34 S-T T2n3mo, III Extended Bone 1 1  1 6  ＋＋ 
7 58 S-T T4n1m1 , N Standard 1 4  
8 32 Med T4n2m1, N Simple 4 
9 52 S -T T 3n2mo, III Extended Bone 30 3 7  
1 0  32 P-T T2nomo, II Standard Lymph node 3 1  57  ＋ 
1 1  43 S-T T 3n1mo, III Standard Local 34 5 1  
12 54 S-T T2n1mo, II Extended Local 27  74 
13 32 Sci6 T 3n3mo, Ill 恥fodified Bone 28 53 
14 49 S-T T zn2mo, Ill Standard Local 27 66 
15 29 S-T T2n1mo, II Modified Ovary, Bone 1 1  1 3  ＋＋＋ 
16  72 S-T T 2n1mo, II Standard Pleura 19  94  
1 : Disease free month, 2 : Overall survival month, 3 : Papillotubular Carcinoma 
4 : Solid-Tubular Carcinoma, 5 : Medullary Carcinoma, 6 : Scirrhous Carcinoma 
後因 子 と し て の相 関 は 認め ら れ な か っ た ） 。 乳癌 の
外科的治療は， 従来の拡大切 除術 を 中 心 と し た 術式
か ら， よ り 侵襲の少な い縮小手 術が首座 を占め よ っ と
し て お り ， 外科医に と っ て 術式や術後化学療法選択
の う え で， 術前に リ ン パ節 転移 の状態 を 把握す る こ
と は 以 前 に も 増 し て 重要 と な っ て き て い る 。 我 々 の
検討 では， 腫蕩径 2 . 0cm 未満 で、 リ ン パ節 転移 を 認め
た 3 症 例 全例 が c- erbB・2 陽 性 を 示 し ， 2 例 は 強陽
性であ り ， 従 来術前に診断 が困難で、あ っ たリ ン パ節
転移の予測につ い て も c-erbB・2 product の有用性が
示唆 き れ て い る 。 c- erbB・2 product の新鮮凍結切片
を 用 い た 免 疫 組織化学は ， gene amplification の検
出 に 比較 し て短 時間 で比較的簡 単 に 行 え ， 細 胞 診 に
も 応用 が可能であ り ， 従来行 わ れ て き た 組織学的悪
性度の検討や estrogen receptor の状態 に 加 え ， 腫
傷 の biological behavior を 予測 す る 上 で重 要 な 意
味 を 持つ も の と 期待 き れ る 。
c- erbB・2 product の 免疫組織化学の新鮮凍結切片
と パ ラ フ ィ ン 切片と の 陽性率の比較 では． 新鮮凍結
切片 で は 42/57 ( 73 . 7%), っ ち 強 陽 性 18/57 ( 31 . 6  
% ） ， パ ラ フ ィ ン 切 片 では10/57 ( 1 7 . 5% ） であ り ， 新
鮮凍結切片 での 良好 な 抗 原 性 の保存 が証明 さ れ た 。
新鮮凍結切 片 で強陽性 を 示 し た 18例 中 13例 （ 72 . 2%),
パ ラ フ ィ ン 切片 陽性10例 中 8 例 （ 30 . 0% ） に 手術時 リ
ン パ 節 転移 を 認め， c- erbB-2 product の 免疫 組織化
学 と リ ン パ節転移 と の相闘が示唆 さ れ た が， 手術時
リ ン パ節 転移陽性 の20例 よ り み る と ， 新鮮凍結切片
での強陽性例 は 13例 （ 65 . 0 % ） であ っ た が， ノfラ フ ィ
ン 切 片 陽性例 は 8 例 （ 40 . 0% ） と 低率 で、 あ り ， 今 回 用
い た 抗体 で は c- erbB・2 の 免 疫 組織化学 と リ ン パ 節
転移の相関は新鮮凍結切片 での比較が望ま し い と 思
わ れ た 。
c- erbB-2 の 免 疫組織化学 と 術後10年経過例 の 予 後
検討では ， 明 か な 関連は 認め ら れ な か っ た 。 剖検例
16例 の 検討 で は ， Stage W の 3 例全例 が c- erbB ・2
陰’性であ っ た こ と よ り ， c- erbB-2 product の over­
express 1 0n は 必ず し も 乳癌 の進行度 を 表 し ては い な
い と 思 わ れ た が， Stage W の 3 例 を 除 い て c- erbB-
2 陽性群 と 陰性群 の 聞 に overall survival の 期 間 に
有 意差 を 認 め た こ と よ り c- erbB-2 の 免 疫組織化 学
は 長期 予後 因 子た る 可能性 を 示唆 し た 。
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